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l.«ueii« concerne la preparation d'allerg^r^s, h 

tlZ l f^r*' Perfectionnement permettant l^obten- 

txon de compositions allerg^niques a».liorees , ces derni.res 
font egalement partie de 1» inventions 
^ th^r.n...*. ^•^^^^'^fOlogie a pris une place importante dans la 
th^rapeutlque au cours des derni^res d^cennies, et son rftle 
va en s amplifiant , non seulement d^c^le-t-elie le caract^re 
allergique dans diverses affections anciennes. mais encore- 

10 tiplxe la pollution moderne, Aussi, un besoin de bons agents 
hyposensibilisants existe toujours, -^algr^ la presence sur 
le march^ d'allergfenes bien connus. extraits de diffdrentes 
matiferes, riotamment t de pollens, farines, poussi^res de mai- 
son, polls, kapok, plumes, moisissures. etc. Bien que plusleurs 

15 preparations, et en particulier des allerg^nes-retard adsorb^s 
sur des supports min^raux, tels que des gels 2t base d»alumlne 
par exemple. donnent d'excellents r^sultats, l»inocuite et la 
Constance dUctivite de certains d«entre eux laissent souvent 
^ desirer. La durtfed' utilisation de plusleurs extraits aller- 

20 g4niques, disponibles ^ l»heure actuelle, est done linitee dans 
le temps. > 

La presente invention apporte un perfectionnement 
qui rend possible I'obtention d'allerg^nes beaucoup plus sta- 
bles, plus actifs, ne provoquant pas des reactions secondaires, 
25 dans l»organisme auquel on lee injecte. Leg allergfenes perfec- 
tionnes, produits suivant cette invention, ont une dur^e d»uti- 
lisation consid^rablement prolong^e et lis $e prfitent particu- 
liferement bien ^ la preparation de la forme adsorb^e sur un gel 
mineral . 

^° L» invention result* de la mlse en lumifere d'un phe- 

nom^ne qui etait ignore, dans cette technique, Jusqu'i present: 
la presence de diverses enzYmes dans les extraits allergeniques 
n» etait pas considefee comae defavirable, et l«on a m^me pro- 
pose de la mettre ^ profit pour classer ou apprecier l»activlte 

35 (GLEIOT G.J. et coll. -Allergy and Clinical Immunolbgy"- 

Excerpta Medical, Amsterdam, 1977, pages 184 et 213) ; or, 1« 
Instltut Pasteur a trouve qu'au moins certaines de ces enzymes 
degradent des proteines constitutives dee allerg^nes. Ainsl, 
de fa$on imprevue, les demandeurs ont determine la cause de l« 

40 Inatabilite des extraits allergeniques j lis ont trouve egale- 
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ment que les enzymes, responsables de I'attaque des protSines 
utiles, alnsi que d»autres impuret^s, gdnent !• adsorption des 
aXlergfenes sur des adjuvants min^raux. En outre, ces ou cer- Ml 
talnes de ces enzymes peuvent «tre la cause de la production 
d'anticorps, par une reaction de l»organi«me centre les impu- ' Mti 

TGtis qu'elles constituent dans .l»aliargfene inject^. IPy 
Le proc^d^ perfectionn^, suivant I'invention, com- |f[| 
prend done 1» Elimination des enzymes pr^sentes de l»extrait 1 
aqueux d'un allerg&ne, aussitdt que possible aprfes la pr^para- I 
tion de cet extralt. II s'agit, en effet, de laisser le moins 
de temps possible ^ lUttaque des prot^ines utiles par les 
proteases du milieu en presence. 

Ainsi, le pTOc4d4 suivant I'invention, qui cpaprend illiii': 
la preparation, d'.un extrait aqueux d*alldrg^ne, est caract^risE p^ 



IS . ;. 



att 'I 



15 en ce que l«on ^limine de cet extralt des substances ne pr^- 
sentant pas 1* activity allerg^nlque voulue. Dans une forme d* 
execution parti culi^re, on laisse dans la solution seulement 
les substances allerg^niquement actives dont les masses mol^^ 
culaires vont d*environ 10 000 ^ 50 000, et surtout de 14 000 

20 h 45 000 (par pr^lpltatlon) . 

Dans la pratique de I'invention, 11 est d^ailleurs 
souhaitable d'effectuer 1 * operation sus-indiqu^e sur un extrait 
d^J^ d^barrass^ de differentes autres impuret^s ; cela se fait, 
comme connu» par la precipitation et redissolution des prot^i- 

25 nes de 1' extrait. 

L* Elimination des fractions inactives, notamment 
celles dont les masses moltfculaires sont inf^rieures k 10 OOO 
ou h 14 000 et sup^rleures ^ 55 000 ou ^ 45 OOO, conform^ent 
h 1* invention, peut fttre r^alis^ par tous moyens appropri^s, 

30 bien connus dans I'art, par exemple des proc^dtfs chromatogra- 
phiques, precipitations fractionnees, electrophoreses etc. La 
filtration sur gel rend, dans cette voie> de grands services, 
aussi decrit<-on ci-apr^s, titre d'exmple non limitatif, le . 
fractionnement d*un extrait de pollen par.^ tamisage moieculaire. 

35 Les methodes d*extraction de proteine de diverses |p 

mati^res, notamment en vue de la preparation de compositions 
allergeniques, sont connues, il n*y a done pas lieu de les de** 
crire ici« On rappelle seulement, & titre d'exmple, un mode 
operatoire qui convient particuli^rement bien et qui a fait 

40 l^objet de publications comme celle du brevet frangais 
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n«» 1 604 135. Cette m^thode consist© a traiter 10O g de matifere, 
notaoment de pollens, par 1 litre d'une solution de NagKPO .l2Hp 
h 25 g/1, renfermant 1/io 000 de merthiolate. Apr&s 24 heu^es 
d* agitation J» + 4«c, la solution est separ^e du solide par cen- 
trifugation. L' ex trait brut, ainsi obtenu, est purifi^ par pre- 
cipitation saline, qui consist© ^ ajouter 604 g de sulfate d» 
ammonium, cristallis^, & 1 litre de cet extrait, et k laisser 
en contact, sous agitation, pendant 3 h k +4»C. Le precipit^ 
forme est alors s^par^ par centrifugation et redissous dans une 
solution de phosphate disodique k 25 g/1 contenant 1/10 000 de 
merthiolate. La solution obtenue est dialys^a contre une solu- 
tion fraiche de phosphate disodique ^ 25 g/1, toii jours addi- 
tionne de merthiolate, 

C'est sur un extrait,. c»est-&-dire une solution pr^- 
paree comme indiqu^ ci-dessus, h partir du pollen de phl^ole, 
qu'ont 4t4 effectu^es les operations expos^es dans la suite de 
la presente description. 

Cette solution est d'abord soumise k un fractionne- 
ment par tamisage moieculaire. Pour cela, on utilise une co- 
lonne chromatographique de 35 nm de diamfetre et 560 mm de hautj 
elle est charg^e de Sephadex G-IOO dont le domaine de fraction- 
nement possible s*etend sur les masses moieculaires de 4 000 
i 150 000. Le fractionnement est conduit avec un eiuant consti- 
tue.par une solution de phosphate disodique ^ 25 g de NagHPO^. 
25 I2H2O par litre, renfermant 0,9% de NaCl et I/IO 000 de merthio- 
late. On. opere sur des portions de 5 ml d»extrait, chacune d» 
elles etant suivie d'un passage du tampon d'^lution. On re- 
cuellle des fractions de 10 ml sur lesquelles on determine t 
la masse moieculaire de la substance dissoute, 
la presence d* enzymes et - 
la reaction stir la peau. 

D* autre part, un fractionnement ; '. • • 

semblable, et les determinations. suswindlquees, sont effec- 
tues sur un extrait du pollen de phieole dans le phosphate di- 
35 sodique, de m^me concentration, nais non encore purifie par pre- 
cipitation au sulfate d'anmonlum s cette solution est appelee 
extrait brut dans la suite de la description. 

Les resultats de cos essais sont rapportes dans les 
graphiques et tableaux ci-joints. 
40 Sur la figure 1 , on a trace la courbe d»eiution de 
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1 'extra! t brut du pollen de phl^ole j les num^ros des frac- 
tions de 10 ml sont port^s en abscisses, tandis que les or- m 
donates indiquent I'absorbance i 280 nm. En haut du graphique 

sur une ligne parall&le aux abscisses, on note les reactions if;- 
sur la peau des fractions m^lang^es depuis la 13^e Jusqu«& la 

55enie fraction. Les lettres A ^ F d^signent les rep^res de r^ IfB 
fdrence de substances 3i .masses mol^culaires connues t ftr 
A - Bleu de dextran masse mol. 2 000 OOO '^^'i^^' 



B - Albumine 



65 000 



10 C - Ovalbumine » " 45 qoo 

D - Lysozyme • •» . 14 600 



!?fl!i" 



E - Bacltracine •» , » ^ 

F - DNP ^thanolamine « m 227 



La reaction, de la peau e$t d^termin^e par la m^tho-« li*! 



itir 



:K-. ■■ 

it,!: t 



< 
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15 de connue de piqure ("prick"), qui consiste h mettre une goutte 
de liquide sur la peau et piquer ^ travers cette goutte avec 
une aiguille ; aprfes 20 minutes environ, un sujet allergique 
donne una reaction positive, not4e +, c»est-k-dire une papule 
et un eryth&me. Un seul + signifie que la papule sV^tend sur ' % 

20 un diamfetre moyen de 5. mm ; le nombre des + indique le multi- 
ple des 5 mm observes. 

Dans le cas de I'extralt brut de la figure 1, on 
constate une reaction de la peau pour les fractions reunies n® 
16 ^ 29, (++), 30 i 34 (++) et 35 i 44 (+) : il n'y a pas de 

25 reaction avant la fraction 15, ni apr^s la fraction 45, ce qui 
signifie qu^en dehors des fractions 16 ^ 44, il n'y a plus de 
produit int^ressant en tant qu*allerg^ne* Le domaine utile va 
done du n^ 16 au n* 44# 

Sur la figure 2, on volt le diagramme d*€lutlofi 

30 — . , analogue h, celul de la figure 1, mais appliqu^ ^ 1« ex- 
trait du pollen de phlSole pr^alablement purifi^ par prScipita- | 
tions au sulfate d'ammonivsii et redissolution.<idn$ une solution 
de phosphate, disodique | ce sont done presque uniquement les / 
prot^ines qui sont ainsisoumises ^ la s^aration par taraisage > 

35 molSculaire« Sur ce graphique, la s^rie de rectangles verti- 
caux repr^sentent les seules fractions int^ressantes qui don- 
nent des reactions h -i-m- sur la peau d*allerglques , deter- 
min^es par la methods de piqure* Les hauteurs des rectangles 
sont proper tionne lies au diam^tre des papules form^es sur la 

40 peau : 25 mm de hauteur correspondent & 5 nan de diam^tre de 
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papule. Le domaine utile cojnprend les fractions 25 ^ 38, 
correspondent sensiblemefnt aux masses mol^culaires de 44 CkDO 
a 20 OOO* On retrouve done lei les indications fournies par 1> 
extrait brut de la figure I, avec cependant un resserreraent du ^ 
5 domaine utile. * . ' jj 

Confora^ment & 1« invention, dans le cas present, 
donn4 h titre d'exemple, on recueille seuleroent les fractions 
n* 25 h 38 pour la preparation de la composition allerg^nique , 
tandis que les autres fractions sqnt rejet^es, contrairement 
10 i ce qui se pratiquait ant^rieurement. 

La preuve que les fractions 25 h 38 retenues ne con- 
tiennent pratique&ient pas d^enzymes est apport^e par des d4ter-* 
minations effectu^s par la m^thode tr^s pratique, connue sous 
le nom de systfeme "API ZYM*. Cette m^thode consiste a intro- 

15 duire dans une s^rie de 20 cupules* dont le fond est constitu^ 
d'un. support contenant le substrat enzymatique avec son tampon, 
un€ijbetite quantity de liquide ^ etudier et ^ faire r^agir, a- 
pr&s incubation, ce llquide avec deux r^actifs, le tris(hydro- 
xy-methyX)-amino-*m4 thane et le bleu rapide BB, La presence d» 

20 enzymes se manifeste par la coloration qui apparait dans les 
cupules et que l>on note sur une 4chelle de 1 ^ 5, ce dernier 
chiffre correspondent au maximum d« intensity. A I'aide de ce 
systtoe, certains auteurs ont pu trouver la presence de nom- 
breuses enzymies dans des extraits de pollen de gramin^es ; ain* 

25 si, Jean Bousquet et col« on^ fait des mesures (Annals of 

Allergy, vol* 41, sept* 1978> p. 164-169) concernant touts une 
s4rie d'enzymes, 1:elles que phosphatases, esterases, lipases, 
leucine-amino-peptidase, vallne-amlno-peptidase, trypsine , 
chymo trypsins, b^ta—glucose-aminidase, des glucosidases , etc* 

30 En appliquant le systtee API ZYM aux produits des 

figures 1 et 2f ci^^dessus d^crites, on a trouv^ les r^sultats 
rapport^s dans le tableau 1 qui suit* Ce tableau donhe pour 
les 20 cupules du syst^ API la note ( de O ^ 5) d^termin^e 
par comparaison de l*^chelle colbr^e du syst^e avec la teinte 

35 d4velopp^ dans la cxipule. Les lettres "tr" signlfient '♦trace". 
Les essais soht bien entendu accompagn^s d'un ^chantill^n^for- 
mi par une solution de phosphate disodique h 25 g/l contenant 
du merthiolate, et un extrait chauff^ de pollen* 

II resulte des donnees du tableau 1 que 1' extrait 

40 brut contient ne ttement des enzymes et que la teneur en eel les— 
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ci est un pe« din^inuee du fait de la purification au sulfate 
d a^o„iu«. Les enz^es disparaissent praU,^e.ent L^tT 
fa^t a la suzte d« fractionnenent par^ filtration «J/Tii\.,„ 
r^ste pratiquement plus ^ partir de la 22fe«e fraction 
5 trouve. par centre, dans les fractions 14-^ 18 * 

+iir<+x 11 ^ . *a^txuns 1^ a 18 d^pourvues d'ac~ 

tivit^ allerg^nique. (Voir Tableau 1 . ^ la page 8). 

«*n*« H ^" ^ '^'""^^ ^^^^'^ I'^limination des compo- \ n 

sants de masses «oWculaires inf^rieures Jil4 000 et sup6:Lu- P 
res ^ 45 000 am^liore .gale.„ent l^ad^orption de LalleW |h 

uglier T f les^^Tuons ^^'^ 

utiles, sdpax^es suivant la figure 2, s'adsorbent oieux sur 

les adsorbents connus, tels que par exemple alumine, phosphate 
d alumine ou phosphate de calciua,, L'adsorption est particuli^ 
rement efficace pour le phosphate special dans lequel le rap- 
15 port pond^ral Ca/P est conq,ris entre 1,55 et 1,90, con>me d^crit 
dans le brevet frangais n« 72 12036 (publication 2 181 426 du 
7.12.1973). Mu 

un tel gel est pr^par4 notaosaent par »tflange d'une solution de 
25 g de phosphate disodique dans 1 litre d'eau, avec 2/10 000 
20 de merthiolate, additionn^ de 20 ml de l»extrait allerg^nique , 
pr^partf k partir de 100 g de pollen. co«B,e i„diqu4 au d^but de 
la presents description. Au melange obtenu, on ajoute 1 litre 
d'eau renfermant 10.2 g de CaCl2.2H20. Cette addition est ef- 
fectu^e trfes rapidement sous agitation et le pH du milieu est 
25 amen^ h 6.8-7 au moyen de la soude normale. 

Dans une premifere s^rie d'essais, on a d^termin^. 
par la m^thode de la piqOre mentionn^e plus haut, la reaction 
sur la peau de 11 patients. Pour chacun d'eux, on a utilise un 
extrait de phl^le purifi^ par precipitation au sulfate d'am- 
30 monium et - d« autre part- le liquide surnageant aprfes la pre- 
cipitation du phosphate de calcium special en presence du mdme 
extrait, eomme on vient de I'indiquer. Dans les deux cas. la 
dilution de I'extrait est de 1/ipoo. L^s r^sultats sont encoi* 
andiqu^s au moyen de + dont chacun correspond ^ 5 bbi de pa* 
35 pule foxn^ sur la peau du patient. 

(Voir tableau 2, la page 9). 
On voit que I'adsorption a 4t6 trfes efflcace. puisque la dimi- 
nution de la reaction sur la peau globale a 4t4 de 
(22=8^), 61,4* 
40 22 
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H «i«ilaires ont ^t^ effectu^s avec le 

r.rjtr 

«Mi+ 4. , a VI ooo CX)0, le tableau 3 en donne les 

fractions elles-m«„es, et. d'autre part, sur le liquide sur- 

oLl " d^termin^ par la ni^thode de la pi- 

qOre. tandis <^.aiie i»est par intradermoreactton, pour les 
autres dilutions. ^ 

(Voir tableau 3, Ji la page 10). 

On voit que I'adsorptlon de l»extrait de phl^ole 
fractionn^ est tr^s pouss^e. 

Des rrfsultats slmilaire. sont obtenus avec des ex- 
traits obtenus h partir d» autres pollens, notaaanent ceux du 
seigle, de I'lvraie, de dactyle, etc. 



20 
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REVENDirzTTnK^ 2466991 1 

U Allergfene constitue par un 6xtr«iv * 

maiaon, de kapok, de ! Poussi^re de 

2. AUergfene s.ulvant la revendicatlon 1 ' 

s.e situant entre 10 000 et 5S ^ -ol^culalre j 

10 3 Aii^ X . ^® ilmites de 20 000 i 44 non 

»o 3. AHergfene adsorbs sux un gel aqueux »in^, i 

rence . 1 62 ^ 1 as . *^ i,35 d 1,90 et, de pr.f.^ 
f »,o^ a 1,85, caract.ris. en m,t*-t ^ ^ 

caxact^ns^ en ce que la sAin-fxi^^ 

S " 'T' -bstanc. masses „„«X. 

.ent pr.sente, daJ irToIu\Z ' 

ZTl'^t.T"':^ la revendlcaUon 5 ou 6, caract.ris. en ce 
que a .liaxnation des substance* non actives est effectu^e 
par tainisage mol.culaire. ertectu^e 

ProcW. suiyant la r.vendication 6 ou 7, caract.ri,. en ce 

rL^" r «ol.culalres d* 2^ oS ^ 

^ 44 OOO sont refnues pour cortstituer I'aXlerg^ne. " 

TToTcZ '%''f""^^- <^es revendicatlons i . " 

allaroies et t '''''' allerg.nes a« diagnostic dts 

allergies et traitement de d4sensibiU,atlon des allergies 
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